Histologie des formations embryogènes obtenues au cours de la culture in vitro du palmier à huile Elaeis guineensis Jacq by Schwendiman, Jacques et al.
Retour au menu
Histology of embryogenic formations during 
in vitro culture of oil palm 
Elaeis guineensis Jacq. 
J. SCHWENDIMAN (1), C. PANNETIER (2), N. MICHAUX-FERRIÈRE (1) 
Summary. - Histological analys1s was camed out to investîgate the formatmn and evolut1on of embryogenic cells and nodules durîng m 
vitro vegetative propagation of 011 palm. Pnmary calh 1solated from explants proliferated on a medium with 2,4-D, cytokinine and activated 
charcoal. When culture conditions were favourable the cambium-lîke zone whtch assumed the proliferation of nodular calli became 
embryogenic. This histological mod1fication was descrîbed. Embryogeruc cells became iso[ated spocially towards the edges of the calh, 
undergoing few internai d1vis10ns but the proembryos formed did not develop further The stoppage of this unicellular process was d1scussed 
Evolution of the calli continued from the numerous merîstematîc centres wh1ch thcn formed. These centres were made of very active cells 
d1splaymg spectal charactenst1cs whtch were descnbed. The activ1ty of these centres resulted m the emergence of small whîtish nodules. These 
became 1solated with the formation of an ep1dermis, polarized and gave nse to somattc embryos. At thts stage, they were transferred to a 
honnone-free medium where adventîtîous buddmg took place. This mult1cellular process in oil palm somatic embryogenesis 1s discussed in 
relation to histological work on other palms. 
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INTRODUCTION 
The African oil palm. Elaeis guineensis, is a totally 
allogamous species for which conventional methods of vege-
tative propagation cannot be used. The advantages of 
cloning the best plants are obvious and different teams have 
worked on perfecting procedures aimed at regenerating oil 
palm through somatic embryogenesis. Reviews have been 
published: Blake, 1983; Paranjothy, 1984; Brackpool et al., 
1986; Krikorian and Kann, 1986; Jones and Hughes, 1989. 
Joint research carried out by ORSTOM and 
IRHO/CIRAD led to a plantlet regenerahon process invol-
ving somatic embryogenes1s from young leaflet explants. 
Two somatic embryogenesis pathways have been described : 
the obtaining of somatic embryos from friable, fast-growing 
cultures (Rabéchault and Martm, 1976; Ahée et al., 1981) or 
from slow-growing nodular calli isolated from explants 
(Panneher et al., 1981). For maximum avoidancc of soma-
clonal variation risks, the latter procedure was developed for 
large-scale plantlet production (Duval et al., 1988; Durand-
Gasselin et al., 1989). 
We carried out histological analys1s of the somalie 
embryogenesis process through nodular calli. Vanous obser-
vations have been published on the anatomical structure of 
in vitro cultures of oil palm. coconut and date palm (Rey-
nolds and Murashige, 1979: T1sserat and DeMason, 1980: 
Pannetier and Buffard-Morel, 1982, 1986; Nwankwo and 
Krikorian, 1983; Branton and Blake, 1983). We described 
histological analysis of the successive stages in obtaining oil 
palm somatic embryos and plantlets in a prevwus paper 
(Schwendiman et al., 1989). However, this should be cxam1-
ned in greater depth with focus on the phenomena leading to 
the appearance of embryogemc formatwns. 
MATERIALS AND METHODS 
The method developed by ORSTOM and IRHO/CIRAD 
and applied on a large scale uses fragments of non-
(1) Laboratoire de Cytogenétique, CIRAD, B P. 5035, 34032 \1ontpcllicr 
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(2) Laboratoire de Biologie Cellulaire INRA, 78026 Ve~ailb Cedex 
(France). 
chlorophyllian leaflets taken frorn young leaves in the spear 
of the oil palm without damaging the terminal meristem. 
After a callogenesis period during which the explants are 
maintained on media containing auxins, embryogenic struc-
tures are obtained on calli subcultures on a medium contai-
ning 2,4-D, cytokinins and activated charcoal (Hanower and 
Pannetier, 1982; Duval et al., 1988). When the embryogenîc 
formations are well developed, they are subcultured on a 
hormone-free medium for the embryo proliferatwn and 
plantlet development phase. The Vegetative Propagation 
Laboratory at La Mé, Côte-d'Ivoire, provided material for 
histological study The samples were fixed in the following 
solution : 50 ml phosphate or sodium cacodylate 0,2 M 
buffer, neutral pH, 20 ml paraformaldehyde 10 %, 4 ml 
glutaraldehyde 25 %, 1 g caffeine, 26 ml distilled water. 
After dehydrat1on in a series of alcohol baths, they were 
embedded in LKB Historésine and eut into 3-micrometre 
sections. D1fferent staming procedures were used, and in 
particular penod1c acid-Schiff reaction combined either with 
Regaud's haematoxylin, toluidine blue or protein-specific 
naphthol blue-black (Fisher. 1968). 
RESULTS 
Distinction can be made between d1fferent phases of the in 
i·itro process leadmg to obtaming somat1c embryos in the oil 
palm (Schwendiman et al., 1988). Sorne of the histological 
phases are mentioned briefly here to examine the formation 
and evolution of embryogemc cells and nodules on which 
our analys1s was focused. 
L - Primary callogenesis. 
Internai calli formed along veins after the reactivation of 
perivascular cells in the leaf explants Growth took the form 
mainly of a cambmm-hke zone consisting of 4 to 5 cell 
layers. Radial rows of cells are fonned by div1s1on. These 
frequently con tain several starch grains towards the outside. 
There is no starch in the inner rows. where some cells are 
loaded with phenolîc compounds. Callus prohferation leads 
to dissociation of leaf structure with breakage of the 
epiderrn. Calli visible to the naked eye are then removed and 
cultured on a second medium. 
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2. - Callus proliferation. 
Calli proliferale by invaginations of the cambium-like 
zone resulting in a set of interconnected nodular format10ns. 
The inner part of the nodules consists of differentiatcd cells, 
some of which may accumulate polyphenols. The cells 
dcgenerate outside the cambium-hke zone; the nodules 
acquire a ligbt brown coating formed by accumulation of the 
flattened walls of dead cells. No rcserve was detected in the 
cells. Depending on the tree and probably on the genotype 
used, prohferation of nodular cells can continue for a long 
tlmc (scveral years) without noteworthy rnorphological or 
histological change In contrast, m the rn.ost favourable 
cases, new structures can be detected at a vcry early stage 
(Jess than a month after the begmning of proliferation). 
3. - Origin of embryogenic formations. 
Important histolog1cal modification is observed m the 
cambium-like zone when nodular calli evolve favourably 
(Fig. lA, B). The zone changes sleadily and rapidly from 
being a few layers of meristemattc cclls and now displays 
numerous histological characteristics typical of embryogenic 
cells (Ftg. 1 C) : high nuclear-cytoplasmic ratio with a large 
centrally positioned nucleus, a single, bulky, vcry stainable 
nucleolus, dense; little-vacuohzed cytoplasm stamed to 
intense blue by naphthol blue-black indicating a h1gh soluble 
protein concentr.ition, the presence of starch grams which 
are usually scattered in the cytoplasm. Finally, gelification of 
the middle lamella physically 1solatcs cclls from each other 
and gîves them a rounded appcarance. These embryogenic 
cells almost simultaneously undergo one or two rnternal 
compartmentation divisions. 
This g1ves a new status to Lhe cells which previously 
formed the cambium-like zone, and the latter is no longer 
recognizable. This process then seems to spread mwards in 
the nodules (Fig. ID), but is Jess marked towards the outside 
m the few cell layers beneath the coating of membranes. 
Except m theîr peripheral zone, nodular calh become increa-
singly formed of embryogemc cells and 2 or 4-cell embryos 
(Fig. 1 E, F) isolated from each other by gelîfied membranes 
but still coated with cell wall fragments. It therefore remains 
totally hidden from the observer and can only be detected by 
h1stolog1cal cxamination. 
At th1s stage, another important b1stological modification 
takcs place in the nodules formed by cmbryogenic cells. 
Numerous meristematic centres (Fig. 1 G) which appear to 
be distrlbutcd at random become estabhshed in the callus. 
These centres stand out by the intense staining of cytoplasm 
(Fig. IH), which is very rich in soluble proteins but contains 
no starch reserves. Nuclei are very bulky, rounded and 
contain 1 or 2 intensely stained nucleoh. The cells <livide 
actively and numcrous mitotlc structures are seen. 
In the immediate v1cimty of these sites, the cells conserve 
tbeir preccding embryogenic state, wh1ch 1s seen in part1cular 
by the presence of starch grams scattercd in the cytoplasrn. 
There 1s a tendency, in particular towards the edge of calb, 
for embryogenic cells to becorne isolated and undergo 
several internai divisions wh1ch gîves thern the appearance of 
proembryos (Fig. 2A). However, this attempt does not 
appcar to be able to continue for more than a few div1siom 
and the cells forrnmg proembryos vacuolize, lose their starch 
reserves and finally degenerate (Fig. 2B). 
Subsequent evolution of calh is from the meristematic 
centres (Fig. 2C). A great number of cell divisions take 
place; the calli Jose their compactness and small wh1hsh 
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nodules (Fig. 2D) referred to as embryogenîc formations 
emerge frorn the coatmg of dead ce!] walls which had 
prcviously covered them. 
4. - Subsequent development of embryogenic forma-
tions. 
These formatJons are clusters of several thousand closely 
packed meristcrnatic cells (Fig. 2E). Their cytoplasm is dense 
and rich in reserve proteins. Protem granules are numcrous 
and small and tend to become more bulky and Jess numerous 
towards the outside. Thcse clusters become 1solated by thi:: 
formation of a protoderm (Fig. 2F) and then a true epider-
mts. One or two layers of perîpheral cells differentiate, with 
a decrease in nucleus volume, loss of nucleolar activity and 
above ail disappearance of the protein reserves which, 
however, remain substantial in underlymg cell layers. Sorne 
peripheral cells vacuolize and doubtless exfoliate. 
The establishment of a true epiderm1s finally isolates the 
nodule and appcars to precede polarity (Fig. 2G). Histolo-
gically, polarity results in the differential distnbution of 
starch grains, which collect mamly at the bases of future 
somatic embryos (Fig. 2H). The lower part of the nodule 
cons1sts of merîstematic cells, from which then grow bundles 
of provascular strands (Fig. 3A, B) whose d1vis1ons accom-
pany gruwth of embryos. Other reserves (lipid and protem) 
becorne steadily larger (Fig. 3C, D) while the formation of 
starch grains almost ceases. During this organization and 
growth phase, it 1s easy to distinguish the embryogenic 
format10ns (Fig. 3E) from the underlymg calli because of 
the1r compact, smooth, white pearly appearance resultmg 
from their epidermis (Fig. 3F, G). 
The embryogcnic structures display intense growth ; 
domes visible to the naked eye w11l become the somatic 
embryos. At this stage, the embryogenic format10ns are 
isolated from the underlying callus and culturcd on a 
horrnone-free medium. A proliferation phenomenon takes 
place and a culture consisting of a cornplex mass of embryo-
genic formations and somatic embryos at different stages of 
development (Fig. 3H, I) is obtained. Continuous prohfera-
tton of this type of culture enables mass production of 
plantlets 
DISCUSSION 
There are a number of constraints in in vitro culture of the 
oil palm for the vegetative propagation of the best genoty-
pes. The most important phase is the induction of embryo-
genic cells. This takes place in nodular calli isolated from the 
explant and proliferating. It first concerns the meristematic 
cells m the cambiurn-like zone and then spreads ta the inner 
parenchyma cells. However, without time-sequence sectio-
mng, the possibility that the now embryogenic cells are 
generated from active divisions of the cells which previously 
forrned the cambmm-like zone cannot be excluded. There is 
a relative synchrony in the appearance of embryogenic cells 
for most of the nodules formmg a callus in the same test 
tube, suggestmg that adequation occurs ai a certain moment 
between the prohferating nodular calli and the physico-
chemical culture conditions. 
One of the first histological signs of induction of embryo-
genesis is the gelhng of the midd]e larnella. This reveals a 
proccss of phys1cal (and probably 'physiological) isolation 
which, according to Wetherell (1984), can suppress the 
repressive effect on embryogenes1s caused by neighbouring 
cells. Button er al. (1974) and Profumo er al. (1987) observed 
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FIG. L - A - V1ew of a nodular callus x 4 B - Cross section of thts callus showmg the mod1ficatwn of the cambium-likc zone x 50 C - Evolution of the 
cambrnm-like zone m an embryogemc arca. x 165 D - Section of nodule whos;e mternal zone ls cmbryogemc x 266 E- Cell division m an embryogen1c callus. 
x 660 F - Group of embryogemc cclls and procmbryo~ (pr) x 660 G - Form,!t10n of mcmtcmatIC centre~ (me) m an cmbryogcmc callus ~ 66 H - Vcry aclive 
mcnstematic centre surroundcd by cmbryogcn1c cclls x 266 - ( A - A:ipeu externe d'ufl nodulaire' x 4 B- Sc,uwn dans ce ml, mon/rani la mod1/irn1wn de la ::one 
pseudocambiale. x 50 C- E}·olurwn de la :one p.1eudocamh1ale en zone embryogène. x 165 D - Section au mn d'un nodule don/ la ;,;one mlerne est de1emœ embryogclne. 
X 266 E- Divisions et redmrnnnemen/s cellulaires dans un cal embryo!{ène '< 660 F - Ensemble de cellules embryogènes et de proemhryons /pr) x 660. 




FIG 2 -A- Fnabk cdgc ofcallu~ showmg attempts at embryogenem x 4 B - Numerous dcgcncratmg proembryos (pr) ofumcellular origm. x 200 C - Callu~ 
d1splaymg a large number of menstematLc centres x 33 D - H1gher magnificat10n of part of the ~ame caJlus x 166 E - Very meristemattc nodule emergmg from 
the surface of the callus, ce Ils w1th cytoplasm stroogly stamed by the presence of soluble protems. x 105 F - Start of protoderm (pd) formatLOD from penpheral 
cells x 266 G - Ep1dermized and polanzcd nodule at the start of de;·elopment as a somatlc embryo. x \ l l. H - Accumulat1on of starch grams (sg) m cclls at the 
base of a polanzcd nodule x 330. - ( A - Zone périphériquefriahle dti cal, montranl des tenta/1l'es d'embryogenèse. x 4 B - Nombreux proembryons (pr) d'origine 
unicellulaire en voie de degénérescence x 200 C- Cal ayant mis en place de multiples foyers méristémauques. x 33. D - E Growdssement supérieur d'une régwn de ce 
cal. x 166 E- Nodule très ménstémahque émergeant à la surface du cal, cellu.les dont le cytoplasme es/ intensément coloré par la présence de pro,émes solubles. x 105. 
F- Déhut de mise en place d'un protoderme (pd) à parllr de ceifu{ei périphériques du nodule précédent. x 266. G - Nodule ép1derm1sé et polarisé à l'ongme defulurs 





FIG 3. - A - S0mat1c embryo with prova~ular strands (ps) growing from the ba<,.aJ menstematic zone. x 45. B - Cross \.Cet1on of thrcc cmbryogcrnc nodules 
at d1tîerent stages of development x 45. C - S0mat1c embryo v..1th rich rcser~es ;,: 34 D -Another v1ew of C, showing a prova!>Cular ~trand and l1p1d and protem 
reserves. x 160 E - Callus bcarmg numerous embryogcmc nodules. x 4. F - Embr)ogenîc formation on callus. x 10. G - Cro~s ..ection ofF shov..mg the bcgmnmg 
of adventitious budding. x 45 H- Embryogemc fonnauon~ separ,Hcd from lhc wllus .ind m ad~cnl1t1ou~ prolifcrat10n phase on medium contaimng no growth 
hormones. x 4. 1- Sectlon showmg the establî~hmcnt of a clump of somatîc cmbryos w1th no shoot and root apices at this stage x 27. - ( A - Croissance d'un 
embryon somatique, avec ém1.rnon de fibre~ procumbiu/er ( p.1, à partir de la ::one méri.st!!matique basale. x 45 B • Sec/ion de lfms nodules embr; ogènes, à divers •11ades 
de df!veloppement. x 45 C • Embryon wmatique très riche en résenes. x 34. D- Gros~is..1eme1J1 :,upeneur de C, mon1rant une fibre prornmbwle el les réserves lipidiques 
et prorétques. x 160. E • Cal ponanl de nombreux nodules embryogénes. x 4 F - Formwîon embryogène sur cal x 10 G • Section de F, montrnnr le débJJI de la phase 
d'embryogenése adventn•e x 45 H-Formatwm embryogènes isolées du (al er en pliase de prohferalwn adrentn·e sur milieu sans hormone-. lk crrn~wnce. x 4. 
1- Section mon1rant la mise en place d'un bouqlll!t d'emhrrom rnmaliqJJe~ dépouriu1, à u! .11ade de déidoppement, d'apex eau/maire el racinaire x 27) 
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in Citrus sinensis and Aesculus hippocastanum respectively 
the presence in the cell wall of vesicles whose contents may 
cause gelling of the middle larnella under the general depen-
dence of auxins accordmg to Halperin and Jensen (1967). In 
the oil palm, the embryogenic cells rapidly undergo one or 
two mternal divisions, g1ving nse to proembryos with two or 
four cells but which do not develop further. 
Their inability to continue to develop can be seen to a 
certain extent in context with the presence of 2,4-D rn the 
rnedmm, but the stoppage may be physical as at this stage 
the nodules are still set in the coating of membranes of 
peripheral cells. This makes the callus relatively compact, 
which is possibly incompatible with the formation of 
embryos of unicellular ongm wh1ch can only evolve m a 
friable callus. In the latter case, numerous proembryos 
become estabhshed at the edges of the callus or around the 
internai gaps resulting from its dislocation. They are 
obvwusly of umcellular origin but are nevertheless unable to 
progress beyond a few mternal divisions before degenera-
ting. 2,4-D 1s certainly the most effective inducer of embryo-
genic potential (Amnnrato, 1983). However, although this 
synthetic auxm undeniably cnhances the init1at10n of 
embryogenic cells and then of proembryos, it subsequently 
acts as a potential inhibitor of future development of the 
latter at d1fferent stages of ontogenes1s depending on the 
spec1es. This was observed in rice (Chenet al., 1985), wheat 
(Carman el al., 1988), maize (Vasil el al., 1985) and sugar 
cane (Gwderdom and Demarly, 1988). Mamtaimng 011 palm 
embryos in the culture conditions used for embryogenesis 
induction can be considered as one of the main factors 
rcsponsible for the failure of the potcnhal unicellular 
process. 
Numerous menstematic sites appear in embryogenic calli. 
The embryogenic formations which develop from these sites 
in the 011 palm under the culture condlt10ns perfected for 
regeneration from nodular calli form the start of somatic 
embryos. The cytolog1cal charactenstlcs of the cells which 
form these meristematic centres (Fig. IH) show that they are 
very similar to those resulting from the first d1v1sions of a 
zygote or the first stages of development of a somatic 
proembryo (in parttcular m nce, Jones and Rost, 1989a, b). 
Reynolds and Murashige (1979) found tlns centres in date 
palm ; they were found to differentiate into organized struc-
tures when allowed to develop in a medmm lacking growth-
regulator supplements. Tisserat and DeMason (1980) consi-
dered that in th1s spec1es « single cells located in both the 
ep1dermal and sub-epidermal portions of the aggregate 
clumps were the precursors to the meristematic loci and 
embryo1ds ». According to Brackpool et al. (1986), « in 
coconut, date and oil palm, the onset of embryogenic 
competency is recognized by the presence of areas of highly 
meristematic-type cells ». In the oil palm, their sitmg inside 
the callus (Fig. 2C) may indicate a difl'erent origin to that 
reco gnized in the date palm. 
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We have prev1ously demonstrated in the oil palrn 
(Schwendiman et al., 1988) that a multicellular complex then 
takes over ; this is in the fonn of whitish nodules consisting 
of several thousand cells displaymg numerous mitotic stages 
and extremely dense cytoplasm. When covered with 
epiderm, these masses are white, smooth and pearly. Fernan-
dino et al. (1985) utilized immunorecognition systems and 
no ev,dence was found for single cell origin. Likewise, Jones 
and Hughes (1989) « ... believe that the embryoids originate 
not from single cells, but from multicellular masses within 
the callus, having contmuity with the active meristematic 
centres found in the callus ». 
The establishment of polarity is visible from the first 
division of a zygote or of a somatic embryogeruc cell, as has 
been shown by Nomura and Komamine (1986) in carrot. 
This polarity also exists when a group of cells cooperates m 
embryogenic development (Williams and Maheswaran, 
1986). We have detected this histologically in the oil palm 
when the multicellular mass becomes 1solated by the forma-
tion of an epiderm1s. It is therefore « late » and may involve 
processes wh1ch are more d1fficult to e:ffect m a set of cells 
rather than in unicellular origin. 
Under the culture condit10ns used here, epidermized 
embryogemc formation goes through a phase of multiplica-
tion by adventitious budding, which appears to be closely 
related to the presence of 2,4-D. Such a phenomenon is often 
observed in VItro in monocotyledons like Palrnaceae 
(Nwankwo and Krikorian, 1983; Guerra and Handro, 1988) 
and other families and in particular the Gramineae : sugar 
cane (Nadar et al., 1978; Guiderdoni and Demarly, 1988), 
maize (McCain and Hodges, 1986), Dacty/is (McDamel el 
al., 1982). 
We have described here the histological events which 
occur during regeneration of nodular calli of somatic 
embryos of multicellular origin. This process involves the 
formation of complex embryogenic structures from highly 
menstematic centres. However, proembryos of urncellular 
origin developing from isolated embryogenic cells under-
going several internai divis10ns were also found. 
It can be considered that the modifications in the culture 
conditions and in particular earlier withdrawal of auxins 
might enhance this embryogenic procedure. It would then be 
possible to obtain isolated somatic embryos, whereas today 
the usual method for oil palm is the o btaining of complex 
masses formed of embryos at different stages of develop-
ment. 
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Histologie des formations embryogènes obtenue~ au cours de 
la culture in vitro du palmier à huile Elaeis guineem;is J acq. 
SCHWENDIMA:S. C PANNETIER. N MICHACX-
FERRIÈRE, Oléagineux, 1990, 45, N° 10. p 409-.HS. 
L'analyse h1stolog1que a été parl1cuhèrement centrée sur la forma-
tion et l'évolution des cellules et des nodules emhryogènes au cour~ 
de la multiplication végétative ÎII 1•itro du palmier à huile. Les cals 
primaires isolés des explants proliL'èrent ~ur un milieu contenant du 
2-4 D, des cytokinines et du charbon actif. Lorsque les conditions de 
culture sont favorables, la zone pscudo-cambrnlc QUI assure la 
prohfératlon des cals nodulaires devient embryogène Celle modifi-
cation histologique est décrite. Des cellules embryogènes s·1solent. 
spécialement à la périphéne des cals, elles subissent un ou deux 
recl01sonnements mternes. mats les proembryons a1m1 formés n'évo-
luent pas ultérieurement. L'arrêt de ce processus d"origme unîceUu-
la1re est discuté. L'évolution des cals se fait à partlf des nombreu~ 
foyers méristématlques qui s'y forment. Ces foyers sont constitués 
par des cellules très actlves possédant des caractères spéctaux qui 
sont décrits. Smte à l'activité de ces foyers, de~ petits nodules 
blanchâtres émergent. Ils s'isolent en formant un épiderme, se 
polarisent et donnent naissance à des embryons somatiques. A ce 
stade, tls sont transférés sur un milieu sans hormones de croissance 
sur lequel se déroule une cmbr}ogenèsc adventive Le proce%u~ 
d"embryogenèse somatique du palmier à huile. d"ongme multicellu-
laire, est comparé avec celui décru au niveau h1stolog1quç pour 
d'autres Palmacées. 
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RESUMEN 
Histologia de las formaciones embriogénicas obtenidas en el 
cultiva in i•itro de la palma africana Elaeis guineemis Jacq. 
SCHWENDIMAN, C PANNETIER. N. MICHAUX-
FERRIÈRE, Oléagineux, 1990, 45, '.\1° 10, p. 409-4l8 
El ami.hs1s h1stol6g1co se ha onentado partLculannente hacia la 
formaci6n y la evoluci6n de las células y de los n6dulos embriogé-
mcos durantc la propagac16n vegetat1va in vitro de la palma 
africana Los callos primarim aislados de los explantes prohferan en 
un media que contiene 2-4 D. c1tokmmas y carb6n actlvo. En unas 
cond1ciones prop1c1as de cultiva, el .irea de seudocambmm que 
proporc10na la prohferaci6n de los callos nodulares vtenc a ser 
embnogémco. Se describe esta modificaci6n histol6gica. Unas célu-
las embnogémcas se a1slan. pnncipalmente en la periferia de los 
callos. sufriendo una o dos nuevas formactones de paredes mternas. 
pero los proembriones asi formados dejan de evoluc10nar mâ.s 
adelante. Sc discute la interrupc16n de este proceso de origen 
unicclular. Los callos evolucionan a partir de muchas focos mens-
tcmi\.tLco~ que alla se forman Es1os focos son formados por células 
muy aclrvas que tienen caracleres espec1ales que se describen. A raiz 
de la acllv1dad de estas focos surgen pequeTlos n6dulos blancuzcos. 
Se aislan formando una cpidcrm1s, polanZ.lindose y generando 
embrîone.., ~om.i.t1cos En esta etapa se transfieren a un medio sm 
hormona~ de crecim1ento y all.i. se desarrolla una embnogénes1s 
ad,enttcia. El proccso de cmbnogénc~,~ som.i.tica de la palma 
alri .. ana. de origcn mult1celular. se compara con el que se describe 
dcsdc cl punto de visto de la his1ologia para otras palmâceas. 
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Histologie des formations embryogènes obtenues 
au cours de la culture in vitro du palmier à huile 
Elaeis guineensis Jacq. 
J. SCHWENDIMAN (1), C. PANNETIER (2), N. MICHAUX-FERRIÈRE (1) 
Mots clés: palmier à huile,Elae,.I' gumeens1s, histologie, embryogenèse somatique. cellules embryogènes 
INTRODUCTION 
Le palmier à hmle africain, Elaeis gumeen.ws. est une espèce 
totalement allogame pour laquelle les méthodes conventionnelles de 
multtphcatlon végélative ne peuvent pas être ut.J.hsécs. Les avantages 
du clonage des meilleurs individus sont évidents et différentes 
éqmpes se sont consacrées à la mise au pomt de procédures dcstmées 
à obtemr la regénérat10n du palmier à huile par le biais de 
l'embryogenèse somatique. Ces recherches ont été publiées par 
Blake, 1983; Paranjothy, l984; Brackpool et al., 1986; Krikonan 
et Kann, 1986: Jones et Hughes, 1989. 
Les recherches conjointes menées par l'ORSTOM et le 
CIRAD/IRHO ont permis la mise au point d'une méthode d·obten-
tion de plantules par embryogenèse somatique utilisant comme 
explants de Jeunes fol10les Deux v01es d'embryogenèse somatique 
ont été décntcs : celle à partir de cultures fnables à croissance rapide 
(Rabéchault et Martin, 1976. Ahée et al., 198 l) ou celle ,1 partlf de 
cals nodulaires, isolés des explants. et à croissance lente (Pannetler 
et al., 198l). Afin d'éviter au maximum les risques de vanat10ns 
somaclonales, c·est cette seconde procédure qui a été développée 
pour la production à grande échelle de plantules (Duval er al, 1988 , 
Durand-Gasselin et al .. 1989). 
L·analyse histologique que nous avons condullc porte sur le 
procédé d'embryogenèse somatique par les cals nodulaires Diffé-
rentes observations ont été publiées sur la structure anatonuque des 
cultures in vitro de palmier à huile. de cocotier et de palmier-dattier 
(Reynolds et Murash1ge. 1979, Tisserat et DeMason, 1980, Panne-
tier et Buffard-Morel, 1982, 1986: Nwankwo cl Krikonan, 1983, 
Branton et Blake, 1983). Dans une publicat.ion antérieure (Schwcn-
diman et al, 1988), nous avons décnt l'analyse h1stolog1que des 
stades successifs permettant chez le palmier à huile d'obtenir des 
embryons somatiques et des plantules. Toutefois, cette analyse 
méntait un examen plus approfondi, centré sur les phénomènes qui 
conduisent à l'apparition des format10ns cmbryogènes. 
MATÉRIEL ET MÉTHODES 
La méthode développée par l'ORSTOM et le CIRAD/IRHO et 
appliquée à grande échelle utilise comme explants des fragments de 
folioles de Jeunes feuilles non chlorophylliennes prélevées au sem de 
la flèche du palmier à hmle. sans léser le mérîslème terminal. Après 
une période de catlogenèse durant laquelle les explants sont main-
tenus sur un milieu avec auxine, des structures embryogènes sont 
obtenues par repiquage des cals sur un milieu contenant du 2-4 D, 
des cytokmines et du charbon actLf (Hanower et Panneher, 1982; 
Duval et al., 1988). Lorsque les formations embryogènes sont bien 
développées, un milieu sans hormones de croissance va assurer la 
prohfératton des embryons et la phase de développement des 
plantules. Le laboratoire de Multiplication Végétative de La Mé, 
Côte-d'Ivoire, a fourni le matériel destiné à l'étude h1stolog1que. Les 
échantillons ont été fixés dans la solut10n suivante : 50 ml de tampon 
phosphate ou cacodylate de Na 0,2 M, pH neutre, 20 ml de para-
formaldéhyde à 10 %, 4 ml de gutaraldéhyde à 25 °A1, 1 g de caféine, 
26 ml d'eau distillée. Après déshydratation dans une séne de bains 
d'alcool, ils ont été mclus dans l"Historésme LKB et sectionnés à 3 
nncromètres. Diverses colorations ont été utthsées, notamment la 
(1) Laboratom: de Cytogénétique. CIRAD, B P 5035. 34032 Montpcll1cr 
Cedex (France). 
(2) Laborat01re de Biologie Cellulaire, INRA, 78026 Ver~a1lles Cedex 
(France). 
réaction à 1·acide pénodique-Schiff. associée soit à l'hématoxylme de 
Régaud, au bleu de toluidine ou riu naphthol blue-black spécifique 
des protémes (Fisher, 1968). 
RÉSULTATS 
Au cours du processus de culture in vllro qm conduit chez le 
palmier à huile à l'obtention d'embryons somatiques, différentes 
phases peuvent être reconnues (Schwendiman et al., 1988) Certaines 
étapes histologiques ne seront rappelées ici que bnèvement afin de 
sttuer le phénomène sur lequel nous avons parttcuhèrement centré 
notre analyse : la formation et l'évolutLOn des cellules et des nodules 
embryogènes. 
1. - Callogenèse primaire. 
A la smte de la réacttvat10n des cellules périvasculatres des 
explams foliaires, il se forme des cals internes disposés le long des 
nervures. Leur croissance e~t essentiellement assurée par la mise en 
place d'une zone pseudocambiale consistant en 4 à 5 assises 
cellulaires. Les divisions mettent en place des files radiales de 
cellules, qm vers l'exténeur contiennent souvent quelques granules 
amylacés , vers lïnlérîeur, les cellules sont dépourvues d'anndon et 
ccrtames sc chargent en composés phénoliques. La prollfératton des 
cals entraîne la dissocia lion de la structure de la femlk et la rupture 
de l'épiderme. Les cals visibles à l'œil nu sont alors prélevés et nus en 
culture sur un second milieu. 
2. - Prolifération des cals. 
Le~ cah. prolifèrent par suite d'mvagmations de la zone pseudo-
cambiale. On obtient ainsi un ensemble de cals nodulaires reliés les 
uns aux autres La zone interne de ces nodules est fom1éc de cellules 
différenciées, certaines pouvant parfois accumuler des polyphénols 
A l'exléneur de la zone pscudocambiale, les cellules dégénèrent : les 
nodules sont enrobés dam, une gangue de couleur brun clair qui 
correspond à l'accumulat10n successive des parois aplaties des 
cellules mortes. Aucune réserve n'est décelable au sein des cellules. 
Selon les arbres, et probablement les génotypes utilisés. la prolifé-
ration des cals nodulaires peut se prolonger très longtemps (plu-
sieurs années) sans changement notable ni morphologique. ni 
histologique. Au contraire, dans les cas les plus favorables, des 
structures nouvelles sont décelables très rapidement (après moms 
d'un mois de culture). 
3. - Origine des formations embryogènes. 
Lorsque les cals nodulaires évoluent d'une manière favorable 
(Ftg. lA, B). on observe h1stologiquement une modification impor-
tante au mveau de la zone pseudocambiale Celle-ci, auparavant 
constituée de quelques assises de cellules méristématiqucs, se trans-
forme progre%ivement et certainement rapidement, en un ensemble 
de cellules possédant de nombreux caractères histologiques typiques 
des cellules embryogènes (Fig. lC): un rapport nucléo-
cytoplasmique élevé, avec un gros noyau en pos1t10n centrale dans la 
cellule, un nucléole unique et volummeux. lrès colorablc; un 
cytoplasme dense peu vacuolisé, mtensément coloré en bleu par le 
naphthol blue-black, mdiquant une forte concentration en protéines 
solubles; la présence de grains d'amidon, généralement dispersés 
dans Je cytoplasme ; enfin, une gélification de la lamelle moyenne 
isole les cellules les unes des autres et leur confère un aspect arrondi. 
D'une mamèrc pratiquement concomitante, ces cellules embryogè-
nes subissent l ou parfois 2 recloîsonnements internes. 
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Ce processus confère un nouveau statut âux cellules qui consti-
tuaient auparavant la zone pseudocambiale désormais non recon-
naissable. Il semble ensuite gagner l'înténeur des nodules (Fig. lD), 
tandis qu'il parait moms marqué vers l'exténeur, dans les quelques 
assises cellulaires sous-jacentes a la gangue formée par les membra-
nes. En dehors de leur zone périphérique, les cals nodulaires 
deviennent progressivement constltués d'un« ensemble l> de cellules 
cmbryogènes et de proembryons à 2 ou 4 cellules (Fig. 1 E. FJ. isolés 
les uns des autres par les membranes gélifiées. mais touJours enrobés 
dans la gangue de parois desquamées. De ce fait, cette modrfication 
demeure totalement masquée à l'observateur si celui-ci n'effectue 
pas de contrôles histologiques. 
A ce stade, le cal constitué par un ensemble de nodules embryo-
gènes va subir une importante modification histologique De 
nombreux foyers ménstématiques (Fig. lGJ répartis d'une manière 
apparemment aléalotrc, se mettent en place au ~ein du cal Ces 
foyers sont remarquables par l'intensité de coloration que prend le 
cytoplasme des cellules qui les composent (Fig. l H). cytoplasme très 
nche en protéines solubles, mais dépourvu de réserves amylacées. 
Les noyaux sont très volumineux, de forme arrondie, et contiennent 
1 ou 2 nucléoles intensément colorés Les cellules se divisent 
activement et de nombreuses figures de mitoses sont visibles 
Au voisinage immédiat de ces foyers, les cellules conservent leur 
état embryogène précédent, que l'on reconnaît notamment par la 
présence de granules amylacés dispersés dans leur cytoplasme On 
remarque, surtout en allant vers la périphérie du cal, une tendance 
de ces cellules embryogènes à s'isoler et â subir quelques reclm~on-
nements internes leur conférant l'aspect de procmbryons (Fig. 2A). 
Toutefois, cette tentative ne paraît pas capable de se poursuivre 
au-delà de quelques divisions et de ce fait, on comtale que les 
cellules constituant les proembryons se vacuoltsem. perdent leurs 
réserves amylacées et finalement dégénèrent (Fig 28) 
L'évolution ulténeure du cal va être assurée a partir des foyers 
ménstématlques qm s'y sont formés (Fig. 2C) Suite aux divisions 
cellulaires extrêmement nombreuses qm se produisent, le cal perd de 
sa compacité et à sa surface, des petits nodules (Fig. 20) de couleur 
blanchâtre vont émerger de la gangue formée par les parms des 
cellules mortes qui le recouvrait auparavant 
4. - Dé\teloppement ultérieur des formations embryogènes. 
Ces nodules sont constitués par un massif de plusieurs m1lhcrs de 
cellules ménstématlques étrmtement accolées les unes aux autre1> 
(Fig 2E) Elles sont dépourvues de réserves amylacées, mais possè-
dent un cytoplasme dense très nche en protémes de réserves. En 
allant vers la périphérie, les granules protéiques nombreux et pehls 
tendent à deverur plus volummeux. et moms nombreux. Ces massifs 
cellulaires s'isolent par la mise en place d'un protoderme (Fig 2F). 
pms d'un véritable épiderme. Une ou deux assises cellulaires pén-
phénques se d1fférenc1ent . réduction du volume nucléaire, pene de 
l'activité nucléolaire et surtout dlspant10n des réserves protéiques. 
qm restent par contre très conséquentes dans les couches cellulaires 
immédiatement sous-Jacentes. Certames cellules périphériques se 
vacuolisent et seront certainement exfoliées 
La mise en place d'un véritable épiderme va ulténeurement isoler 
le nodule, et paraît préluder à une polanté qm s'étabht au sein de 
celui-ci (Fig. 2G). Histolog1quement, la polanté se tradmt par une 
répartition différentielle des granules amylacés, essentiellement 
cantonnés à la base des futurs embryons somatiques lF1g. 2H). La 
région inférieure du nodule est constituée de cellules méristémati-
ques, à parttr desquelles vont se mettre en place des faisceau, de 
fibres procambiales dont les divisions vont accompagner la crois-
sance des embryons (Fig. 3A, B). D'autres réserves, lipidiques et 
protéiques, s'accumulent et vont devenir de plus en plus conséquen-
tes (Fig. 3C. D), tandis que la formation de granules amylifères a 
pratiquement cessé. Durant cette phase d'orgamsat1on et de crois-
sance, les formations embryogènes (F1g. 3E) deviennent aisément 
reconnaissables des cals sous-Jacents par leur aspect compact, lisse. 
blanc-nacré dû à la présence d'un épiderme (Fig. 3F. G) 
Les structures embryogènes vont croître mtensément, des dômes, 
visibles à l'œll nu, deviendront des embryons somatiques. A cc stade. 
les formations embryogènes sont isolées du cal sous-Jacent pour être 
cultivées sur un milieu dépourvu d'hormones de croissance : un 
phénomène de prolifération se met en place et on obtient une culture 
constituée d'un ensemble complexe de formation1> embryogènes et 
d'embryons somat.J.ques à différents stades de développement 
(Fig. 3H, 1). La prolifération continue de cette culture permet la 
production d'un grand nombre de plantules. 
DISCUSSION 
La culture in vllro du palmier à hmle, destmée à obtenir la 
multiplication vêgétative des meilleurs génotypes, rencontre un 
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certain nombre de contraintes La phase la plus importante est celle 
de l'induction des cellules embryogènes. Elle prend place au sein des 
cals nodulaires isolés de l'explant et en phase de prohfêratton. Elle 
concerne d'abord les cellules méristématiques de la zone pseudo-
cambiale, et elle s'étend ensuite aux cellules parenchymateuses qui 
constituent la zone interne des nodules. Toutefois, faute de coupes 
histologiques bien échelonnées dans le temps, on ne peut exclure la 
possibilité que les cellules embryogènes nouvellement fonnées s01ent 
issues des divisions acttves des cellules qui constituaient auparavant 
la zone pseudocambtale. Il existe une relative synchrome de la 
format10n des cellules embryogênes pour la plupart des nodules 
constitutifs d'un cal d'un même tube à essais Ceci suggère qu'une 
adéqualion a heu à un certam moment entre les cals nodulaues en 
proltfératton et les conditions physico-chimiques de la culture. 
L'une de~ premières mamfestations histologiques de l'induction 
embryogène est la gélification de la lamelle moyenne. Ceci traduit un 
processus d'isolement physique (et probablement phys10logique) 
pouvant selon Wetherell (1984) supprimer l'effet répressif de rem-
bryogenèse dû aux cellules av01smantes. Button et al (l974) chez 
Citrus sinensù;, Profumo et al. (1987) chez Aesculus htppocastanum 
constatent dans la paroi cellulaire l'existence de vésicules dont le 
contenu serait responsable de cette gélification de la lamelle moyen-
ne, sous la dépendance générale des auxmes selon Halperm et Jensen 
(1967). Chez le palmier à hmie. les cellules embryogénes subissent 
rapidement un ou deux reclmsonnements internes qui donnent 
naissance à des proembryons de 2 ou 4 cellules, mais qui n'iront pas 
au-delà dans leur développement. 
Leur mcapacité à poursuivre le développement amorcé se conçoit 
dans une certaine mesure par la présence du 2-4 D dan~ le milieu, 
mais cet arrêt est peut·ètre essentiellement physique dans la mesure 
où à ce stade, les nodules demeurent encore enrobés dans la gangue 
constituée par les membranes des cellules périphériques Ceci 
confère certainement au cal une relative compacité, qm e~t peut-être 
incompatible avec la formation d'embryons d'ongme unicellulatrc, 
dont l'évolution ne peut s'accomplir qu'au sem d'un cal friable. 
Lorsque tel est le cas, de nombreux proembryons s'établissent à la 
périphérie du cal ou autour des lacunes internes ducs à sa disloca-
tion. Ils sont manifestement d'ongme unicellulaire, mais sont toute-
fois mcapables d'aller au-delà de quelques recloisonnements mterncs 
avant de dégénérer. Le 2-4 D est ccrtamement l'mducteur le plus 
efficace du potentiel embryogêne (Ammirato, 1983). Toutefots, s1 cet 
analogue auxinique favonse indémablcmcnt l'îmtiahon de cellules 
embryogénes, puis de proembryons, il agit ensuite sur ces dermers 
comme un inhibiteur potentiel de leur développement ultérieur et ce 
à différents stades de leur ontogenèse selon les espèces. Ceci a été 
constaté chez le riz (Chen el al, 1985), le blé (Carman et al., 1988), 
le maïs (Vas1l et ul, 1985) et la canne à sucre (Guiderdoni et 
Demarly, 1988). En conséquence. le mamtlen des embryons de 
palmtcr à huile dans les condit10ns de culture nécessaues à l'induc-
tion de l'embryogenèse est certainement l'un des pnnc1paux facteurs 
responsable de l'échec de l'angine umcellulaire potentielle. 
Dans les cals embryogènes, de nombreux sites méristématiques 
apparaissent, les formations embryogènes qui se développent à 
partir de ces sites constituent chez le palmier à hmlc, el dans les 
conditions de culture mises au pomt pour la régénération à partir de 
cals nodulaire.<,, J'ongme des embryons somatiques Les cellules 
(Fig. lH) constitutives de ces centres ménstématiques sont remar-
quables par leurs caracténst1ques cytologiques qm les apparentent 
très étroitement à celles issue~ des prem1eres dn,.ts1ons d'un zygote ou 
des premiers stades de développement d'un proembryon somatique 
(voir notamment chez le riz, Jones et Rost, 1989a. b). Reynolds et 
Murashige (1979) ont reconnu chez le palmier-dattier la présence de 
ces centres qui se différencient en structures organisées lorsqu'on 
leur permet de se développer sur un mthcu dépourvu d'hormones de 
croissance. Chez cette espèce, pour Tisserat et DeMason (1980) 
t( .si11gle cells localed in hoth the epidermal and sub-epidermal portions 
of the aggregate clump.o, were the precursors to the menstematic loci 
and t•mhrymdç )t Selon Brackpool et al (1986) « m coconut, data and 
oif palm, rhe omet of embryogemc competency 1.0,· recognized by the 
pre.o,enœ of areas of high/y meristemalic-type cells. >'> Chez le palmier 
a huile, leur localisation à l'intérieur du cal (Fig. 2C) pourrait 
mdiquer une or:igme différente de celle reconnue pour le palmîer-
datt1er. 
Chez le palmier à hmle, nous avions précédemment démontré 
(Schwendiman et al., l988) que le relais e~t alors pris par un 
complexe pluricellulaire, sous la forme de nodules blanchâtres 
formês de plusieurs milliers de cellules montrant de nombreuses 
.figures de mitoses et dont le cytoplasme est extrèmement dense. 
Lorsqu'elles s'êp1dermisent. ces masses apparaissent blanches et 
lisses. Fernandmo et al (l985), ut1l1sant des ~ystèmes de reconnais-
sance 1mmunologique. n'ont trouvé aucune évidence en faveur d'une 
angine umcellula1re De même. Jones et Hughe~ ([989) (< beheve that 
the embr.1 ouls origmale not (rom smgle cefü, but /rom multu:ellular 
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masses within the callus, having contmu1ty with the aclive merislema-
tzc centres found m the cal/us». 
L'établlSsement d'une polanté est visible dès la première division 
d'un zygote ou d'une cellule embryogène somatique comme l'ont 
montré N amura et Komanine (1986) chez la carotte. Cette polarité 
existe aussi lorsqu'un groupe de cellules coopère dans le développe-
ment embryogène (Williams et Maheswaran, 1986). Sur le palmier à 
huile, nous ne l'avons h1stologiquement décelée que lorsque le 
massif pluricellulaire s'est isolé smte à la formation d'un épiderme. 
Elle est donc« tardive» et peut impliquer la mise en place d'événe-
ments plus dt:fficlles à mettre en œuvre sur tout un ensemble de 
cellules comparativement à ceux nécessaires dans le cadre d'une 
origine unicellulaire 
Avec nos conditions de culture, les forma110ns embryogènes vont 
subir une phase de multtplicat10n par bourgeonnement adventif qui 
semble en étr01te relat10n avec la présence de 2-4 D. In vitro, un tel 
phénomène est fréquemment constaté chez les Monocotylédones, 
qu'il s'agisse de Palmacées (Nwankwo et Knkorîan, 1983 · Guerra 
et Handro, 1988) ou ct·autres familles notamment les Graminées: 
canne à sucre (Nadar et al, 1978; Guiderdoni et Demarly, 1988), 
maïs (McCain et Hodges, 1986), Dactyiis (McDaniel et al, 1982) 
• 
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Nous avons décnt ici les événements histologiques qui ont heu au 
cours de la régénérat10n. à partlf de cals nodulaires, d 0 embryons 
somatiques d'angine multtcellulaire. Cette voie d'obtention passe 
par la formation de structures embryogènes complexes issues de la 
mise en place de foyers très mérîstématlques. Cependant. des 
proembryons d'ongine unicellulaire ont aussi été mis en évidence à 
partir de cellules embryogènes ayant subi quelques recloisonnements 
internes. 
On peut penser que des mod1fications des cond1t1ons de culture et 
en particuher. la suppression des auxines de façon précoce, pourrait 
permettre de favoriser cette vme d'embryogenèse. Il serait possible 
d'obtenir des embryons somattqucs isolés. alors qu'actuellement le 
schéma typique sur le palmier à huile est l'obtention de masses 
complexes constituées d'embryons à différents stades de développe-
ment. 
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